









Effects of Biological Responses of Titanium Surfaces 





























過が報告されてきている 4-6）。  
 代表的な表面改質の方法として，表面構造形態を変える方法 7），
生体活性材料をつける方法 8,9），表面を親水化する方法 10,11）などが検




























１． 実験用チタン板と表面処理  
 in vitro 実験には，直径 20 mm，厚さ 2 mm のグレード 2 チタン板を
用いた。表面を旋盤による研削加工を行い，滅菌水にて 3 回洗浄した。
その後，超音波洗浄および高圧蒸気滅菌により洗浄，滅菌を行い，滅
菌済み培養プレートに入れ暗所にて 4 週間以上保管した。 in vivo 実験





0.05M, 0.15M, 0.30M とした。各種濃度の溶液に，実験用チタン板を 3
時間浸漬した。  
 






より細胞 を剥が し回収し た 。用 いた 骨芽 細胞様 細胞は， 雄性  
Sprague-Dawley ラット (8 週齢 )の大腿骨から骨髄細胞を播種し，15％  
ウシ胎児血清  (Gibco, USA)，10 -8 M デキサメタゾン  (Sigma, USA)，
10 mM β – グリセロ燐酸塩 (Sigma, USA)，50 µg/ml アスコルビン酸 2
リン酸  (Sigma, USA)，抗生物質合剤（100 U/ml ペニシリン G ナトリ
ウム，100 mg/ml ストレプトマイシン硫酸塩，250 ng/ml アンホテリシ
ン B，Invitrogen, USA）含有の α – MEM (Invitrogen, USA) と混合して，
直径 100 mm 細胞培養皿  (Corning, USA) に播種して静置培養し，その
後，継代培養したものを用いた。なお，本実験プロトコールは神奈川
歯科大学の動物実験倫理委員会の承認を受けて実施された。  
回収したサンプルは，Apoptosis Detection kit (ANNEXIN V-FITC kit: 
BECKMAN, USA) のプロトコールに従って，4℃5 分間の遠心分離を行
い，上清を吸引除去し，  binding buffer にて 5 X 106 個 /ml となるよう
細胞数を調整し， 100 µl に対し 5 µl Annexin V-FITC 溶液， 2.5 µl 
Propidium lodide (PI)溶液を反応させ，400 µl binding buffer を加えた。
その後，フローサイトメーターを用い，488 nm レーザー波長にて計測
を行い計測結果からパラメーターヒストグラムを作製し， Annexin 










液滴から接触角を求めた（図１）。   
 
４． タンパク吸着能試験  
モデルタンパクとして牛血清由来のアルブミン (Pierce Biotechnology, 
Inc., USA) を用い，各条件のチタン板上に，1 mg/ml 濃度に調整した
300 µl のタンパク溶液を，37 ºC, 5% CO2, 95% Air のインキュベータ
ー中で 1 時間接触させた。条件終了後，溶液を全て回収し，さらに
0.9 ％  生理食塩水 300 µl をチタン板上に入れ，水平に揺れ動かすこと
により洗浄し，溶液の回収を行った。この洗浄を 2 回繰り返し，回収
した溶液中のタンパク量を BCA 法  (Pierce Micro BCA Protein Assay Kit, 
Thermo Scientific Pierce, IL, USA) を用い，マイクロプレートリーダー






５． 骨芽細胞様細胞の細胞接着試験  
各溶液濃度で処理を施したチタン板上に，ラット大腿骨骨髄から採




６． in vivo における骨結合力の定量  
雄性  Sprague-Dawley ラット（8 週齢） (n=28) を用い，チトゾール
による腹腔麻酔を行った後，大腿骨骨端部より 11 mm の位置（図 2A）
にインプラント埋入のための直径 2 mm の穴をエンジン用ラウンドバ
ーにて，インプラントを浸漬させた各濃度溶液を注水しながら，皮質
骨のみ貫通させた。尚，インプラント埋入は，１つの大腿骨に対して
１本とし，各溶液条件後にそれぞれ埋入 (n=4)を行った。  
埋入後 2 週間後に，大腿骨を取り出し，即時重合レジンにより周囲
を固定し，インプラント骨結合力を Push-in test により計測した（小型
卓上試験機 EZ-S, 島津製作所，京都）。Push-in test は，1 mm /分のクロ
スヘッド速度で鉛直下方にインプラントを押し込み (図 2B)，骨結合力
の計測は，荷重  - 変位曲線の最大値を測定することによって決定した





























１． 異なる種類と濃度の水溶液浸漬後の生細胞率  
各種水溶液にチタン板を浸漬し，その後チタン板上に播種され，









２． 異なる種類と濃度の水溶液浸漬後の濡れ性の変化  










３． 異なる種類と濃度の水溶液浸漬後のタンパク吸着能率  
未処理表面および，異なる種類の溶液を各濃度に浸漬させ，その後，
チタン表面におけるアルブミンタンパク接触 1 時間後のタンパク吸着
能率を（図 5）示す。本実験で用いた溶液（NaCl， KCl，CaCl2 および
MgCl2）において，浸漬濃度 0.05M, 0.15M, 0.30M の濃度の異なる条件
下におけるアルブミンタンパク吸着率には，有意な差は認められなか
った。また，未処理表面のアルブミン吸着率は，11.3±4.1％，超純水に
浸漬した表面では，13.2±3.6％  を示し，今回用いた NaCl および KCl
にて浸漬させた条件と比較し有意な差は認められなかった。しかしな
がら，CaCl2 および MgCl2 に浸漬させたチタン板のアルブミンタンパ
ク吸着率は，未処理表面，超純水，NaCl および KCl にて浸漬させた
チタン板と比較し，どの濃度間においても有意な差が認められた。
CaCl2 と MgCl2 との間には有意な差は認められなかった。   
 
４． 異なる種類と濃度の水溶液浸漬後の骨芽細胞様細胞接着能  
異なる種類と濃度の水溶液浸漬後，各チタン板表面に細胞を播種し，









は認められなかった。   
 




度においても有意な差は認められなかった。浸漬溶液として  CaCl2 お
よび MgCl2 を用いた場合では，未処理，超純水，NaCl および KCl と
比較し有意な差を認めた（p < 0.05）。また，NaCl，KCl, CaCl2 および
MgCl2 における，それぞれの各濃度間においては，有意な差は認めら
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図１ 接触角算出方法  
 
図２  (A) in vivo 試験におけるインプラント埋入位置（断面図）  (B)力
学試験写真 (C) 力学試験により得られる解析グラフ  
 
図３ 各種溶液浸漬後の細胞生存率  
 
図４ 表面濡れ性試験  
未処理および各種溶液浸漬後の濡れ性  
 
図５ 未処理および各種溶液浸漬後のタンパク吸着率  
＊：p<0.05 
 
図６ 各種溶液浸漬後の細胞接着動態の観察  
Scale bar=50μm 
 





図８ インプラント体表面におけるタンパクおよび細胞の吸着過程  
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